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Résumé
Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune qui est caractérisée par la 
destruction des cellules p des îlots de pancréas. L’utilisation des modèles animaux comme la 
souris NOD a facilité la compréhension de la physiopathologie du DT1, car ces souris 
développent spontanément le diabète d’une façon similaire à l’homme. Les lymphocytes T 
auto-réactifs CD4+ et CD8+ jouent un rôle majeur dans le développement de cette maladie. 
Dans les conditions non pathologiques, les lymphocytes T auto-réactifs sont éliminés dans le 
thymus (tolérance centrale) ou maintenus en états d’anergie en périphérie (tolérance 
périphérique). En périphérie, les cellules dendritiques (CDs) de type tolérogènes induisent 
l ’expansion et/ou la différenciation d’une population spécifique de lymphocyte T (Treg), qui 
contribue à la suppression de la prolifération et l’activation des lymphocytes T auto-réactifs. 
Certaines fonctions tolérogènes des CDs telle que la présentation d’antigènes est sous le 
contrôle de l’ubiquitine ligase MARCH I. MARCH I ubiquitine le CMH de classe II et les 
molécules de costimulation CD86 et prévient donc leurs expressions à la surface des cellules 
dendritiques, et ainsi l’inhibition de la stimulation de lymphocytes T.
Le but de ce projet est: 1) de caractériser les niveaux d’expression de MARCH I dans les CDs 
tolérogènes générées en présence d’IL-10 en comparaison aux CDs immunogènes générées en 
absence d’IL-10, 2) de déterminer si la sur-expression de MARCH I chez CDs immunogènes 
de souris NOD rétablit leurs fonctions tolérogènes. Nos résultats montrent que les CDs de 
souris NOD générées en absence d’IL-10 expriment des niveaux très élevés de CMH de 
classe II et de molécules de costimulation (CD80 et CD86). Au contraire, les CDs générées en 
présence d’IL-10 résistent à la maturation, puisqu’une faible augmentation de l’expression du 
CMH II et des molécules de co-stimulation est observée suite à leur stimulation au LPS. Ces 
dernières produisent des quantités importantes d’IL-10 et des faibles quantités d’IL-12 et 
d’INF-y et expriment des niveaux très élèvés d’ARNm de MARCH I comparativement aux 
CDs générées en absence d’IL-10. Nous avons aussi montré que la transduction des CDs 
immunogènes par un lentivirus contenant le gène qui code pour MARCH I leur permet 
d’acquérir les propriétés des CDs tolérogènes. En effet, les CDs transduites par MARCH I 
expriment de faibles niveaux du CMH II, de CD80 et CD86 après stimulation au LPS. Nous 
avons aussi montré que les CDs transduites par le gène qui code pour MARCH I, dont la 
partie N-terminale 1 à 40 (A^o) ou 1 à 60 (Ai.66) a été délétée, stabilisent l’expression de 
MARCH I tout en préservant leur capacité à diminuer l’expression du CMH de classe II et de 
CD86 . Ainsi, ces conditions permettent d’obtenir des CDs tolérogènes qui pourront être 
utilisées comme thérapie cellulaire pour prévenir ou empêcher le développement du diabète 
chez la souris NOD.
Mots dés : diabète de type 1, cellules dendritiques, MARCH I, CMH de classe II, les molécules 
de costimulation CD86
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION
1. DIABÈTE DE TYPE I (DT1)
1.1. Définition
Le diabète est un syndrome clinique hétérogène caractérisé par des désordres du métabolisme 
glucidique, lipidique et protéique associés à un déficit en insuline relatif ou absolu. Les 
différents types de diabète se manifestent tous cliniquement par une hyperglycémie, mais vont 
différer dans leurs manifestations aiguës ou chroniques, par leur sévérité et leur âge 
d’apparition.
Les deux principales classes du diabète sont les diabètes de type 1 et de type 2. Le diabète de 
type 1 (DT1, anciennement appelé insulino-dépendant), est une maladie auto-immune qui 
résulte de la destruction sélective des cellules 6 des îlots de Langerhans causée par les cellules 
du système immunitaire alors que le diabète de type 2 (non insulino-dépendant) est surtout 
attribuable à une insulino-résistance accompagnée d ’une carence insulinique relative ou à une 
anomalie de la sécrétion accompagnée d’une insulino-résistance.
L’activation du système immunitaire conduisant au DT1 se fait selon le schéma classique 
d’une réponse immunitaire. Il est admis que l’activation du système immunitaire fait suite à 
une rupture de tolérance vis-à-vis des auto-antigènes insulaires conduisant à l’activation de 
lymphocytes de type Thl, mais la cause de cette rupture de tolérance immunitaire n’est pas 
complètement connue (Timisit et al., 2000). De nombreux auto-anticorps (auto-Ac), dirigés 
contre les cellules (3, sont produits au cours du DT1, mais ils n’ont pas de rôle direct dans la
destruction des cellules P (Timisit et al., 1996). Les auto-Ac sont détectables dans 85% à 90% 
des cas au moment du diagnostic (American Diabetes Association, 2007).
1.2. Épidémiologie et incidence du diabète.
*
1.2.1. Epidémiologie
Selon les études épidémiologiques, on estimait à environ 30 millions de personnes le 
nombre de diabétiques dans le monde en 2000. Ce chiffre a augmenté à plus de 300 millions 
en 2011 (Clinical Guidelines Task Force, 2009). Selon la Fédération internationale du diabète, 
«le diabète est diagnostiqué chez deux personnes toutes les dix secondes quelque part dans le 
monde» et, si la tendance actuelle se maintient, le nombre de personnes atteintes de diabète en 
2025 sera supérieur aux populations réunies des États-Unis, du Canada et de l’Australie. D’ici 
2031, on prévoit qu’il atteindra environ 500 millions de personnes (Clinical Guidelines Task 
Force, 2009).
1.2.2. Incidence selon l’âge et le sexe
Selon le dernier rapport de l’agence de la santé publique du Canada, le taux du diabète est 
significativement plus faible chez les enfants et les adolescents (0,4 pour 1000) que chez les 
adultes (8,7 pour 1000). Les ratios sont fortement augmentés après l'âge de 45 ans et 
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Figure 1. Taux de prévalence du diabète chez les personnes âgées de 1 an et plus par groupe 
d'âge et de sexe au Canada, 2006-2007
(Source: Public Health Agency of Canada, using NDSS data files contributed by provinces 
and territories, Avril 2009).
Le DT1 ne représente que 10 à 15% de l’ensemble des cas de diabète mais il est le type 
prédominant au sein des groupes d’âge les plus jeunes. D’après les registres de la Fédération 
Internationale du Diabète de 2000, le nombre de nouveaux cas de DT1 touchant des enfants 
de moins de 15 ans atteint un niveau élevé, de 25 ou plus pour 100000 personnes (FID, 2009. 
In Panorama de la santé, 2011), alors que la prévalence élevée du diabète de type 2 est 
attribuée, entre autres, au vieillissement de la population (Hill et al., 2003; Sturm, 2008).
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1.3. Rôle des facteurs génétiques et environnementaux dans le 
développement du DT1
1.3.1. Facteurs génétiques
Il existe une prédisposition familiale au DT1, puisque 6 à 10% des malades ont des 
antécédents familiaux de diabète au premier degré (Buysschaert, 2001). Chez l’homme, la 
principale région génomique contrôlant cette prédisposition familiale est celle du complexe 
majeur d’histocompatibilité (CMH) qui code pour les glycoprotéines des antigènes des 
leucocytes humains (HLA) de classes I et II. Cette partie du génome, localisée sur le bras 
court du chromosome 6 (6p21.3), joue un rôle central dans les réactions immunes. Les 
molécules HLA sont en effet indispensables à la présentation des peptides antigéniques aux 
lymphocytes T et conditionnent, par le fait même, la réponse immune de type cellulaire 
(Horton et al., 2004).
Parmi les antigènes du CMH classe II, ce sont les molécules HLA-DR et HLA-DQ qui confèrent 
les plus fortes associations à la prédisposition au diabète (She, 1996). La combinaison HLA 
DR3 et HLA-DR4 attribue un risque particulièrement élevé pour développer le diabète. En 
effet, plus de 90% des sujets développant le DT1 portent les allèles HLA DR3 et HLA-DR4 
tandis que moins de 50% des diabétiques parmi les individus qui portent l’allèle HLA-DR3 ou 
DR4, suggérant ainsi un effet synergique de ces deux allèles. (Park et al., 2000; She, 1996). 
Dans le cas de l’allèle HLA-DQ, la susceptibilité à la maladie est liée à l’absence d’un résidu 
d’acide aspartique en position 57 de la chaîne bêta du CMH classe II (Barker et al., 2004). Le 
HLA-DQ, chez les individus à risque contient une chaîne 6 impliquée dans l’expression 
d’acide aminé en position 57 et responsable de l’affinité du récepteur (CMH) pour l’antigène. 
Les molécules DQ6 portant un résidu d’acide aspartique à cette position (Asp57+) ont un effet
4
neutre ou protecteur sur le risque de diabète alors que celles qui portent un acide aminé autre 
que l’acide aspartique (Asp57 ) prédisposent à la maladie (Latek et al., 2000). Cette molécule 
qui occupe une position stratégique au niveau de la liaison peptide-molécule HLA de classe II 
favoriserait ainsi la présentation de l’auto-antigène aux lymphocytes T.
Chez la souris NOD, la prédisposition à développer le DT1 est aussi liée en grande partie à 
certains gènes du CMH de classe II (Miyazaki et al., 1992; Bohme et al., 1990). Dans la 
région idd3 qui contient le gène codant pour la molécule I-Ag7 du CMH II, tout comme chez 
l’homme, la susceptibilité associée à cet allèle a été liée à l’absence d’un résidu d’acide 
aspartique en position 57 dans la chaîne p de la molécule de CMH-II et dans la région iddl3 
contenant les gènes qui codent pour la molécule a 2M (a2-microglobuline) (Anderson et al., 
2005).
1.3.2. Facteurs environnementaux
La prédisposition génétique n’est pas la seule responsable du DT1, car la concordance pour 
cette maladie chez les jumeaux monozygotes ne dépasse pas 40%. Ceci souligne le rôle non 
exclusif de la génétique et la probable responsabilité de l’implication des facteurs 
environnementaux dans le déclenchement du diabète.
Plusieurs travaux suggèrent l’implication des infections virales dans le diabète. 
Expérimentalement, le diabète de type 1 peut être induit chez l’animal par une infection virale 
au coxsackievirus. Ce dernier exprime une protéine P2-C, homologue à l’autoatigène GAD, 
qui provoque une réactivité lymphocytaire T croisée chez la souris infectée par ce virus et ainsi 
participe au développement du diabète (Albert et al., 1999).
Chez l’homme, le rôle des virus est suggéré par des observations de cas de diabète survenus au 
cours d’infections virales (oreillons, rubéole congénitale, coxsackie B4, EBV, CMV, etc.) et 
par la recrudescence saisonnière des nouveaux cas de diabète. Il a été suggéré que le DT1
survient suite à une action cytolytique des lymphocytes T autoréactifs envers les cellules p 
infectées ou par la génération de molécules mimétiques des autoantigènes qui permettent 
l’activation des lymphocyes T autoréactifs en périphérie (Jaidane et al., 2009). Par exemple, 
les protéines de la capside provenant de l’entérovirus Coxackie B ont été retrouvées dans les 
îlots de Langerhans de patients nouvellement diagnostiqués. D’autres facteurs 
environnementaux y compris les variations saisonnières, la position géographique et le régime 
alimentaire contribuent au risque de développement du DT1 chez les individus ayant une 
prédisposition génétique à la maladie (Kuitunen et al., 2002; Paronen et al., 2000).
1.4. Rôle des cellules immunitaires dans le développement et la progression 
du DT1
Les études avec des modèles animaux du DT1 et en particulier les souris Non Obèses 
Diabétiques (NOD), ont mis en lumière le rôle des différentes cellules du système immunitaire 
dans la destruction des cellules p (Figure 2). Parmi ces cellules, les lymphocytes T CD4+ et 
CD8+ cytotoxiques (Chatenoud et al., 1994), ainsi que les macrophages (Yoon et al. ,2005), 
infiltrent les îlots du pancréas et provoquent la mort des cellules p. Cependant, d’autres types 
de cellules sont également infiltrées dans le pancréas et drainés ensuite vers le ganglion 
lymphatique du pancréas où se fait la présentation initiale des antigènes des îlots aux cellules 
T. Ces cellules comprennent des lymphocytes B, les cellules Natural Killer (NK) et les cellules 
NKT (Dotta et al., 2007; Brauner et al., 2010), ainsi que des sous-populations de cellules 
dendritiques.
6
1.4.1. Rôle des lymphocytes T
Le rôle des lymphocytes T (LT) dans le développement et la progression de DT1 est bien établi 
aussi bien chez l’homme que chez les modèles animaux. En effet, il a été démontré que le 
transfert des splénocytes provenant d’une souris NOD suffit à induire un diabète auto-immun 
rapide chez plus de 95% des hôtes NOD irradiés (Wicker et al., 1986). Par ailleurs, il a été 
constaté que la présence des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ était nécessaire au 
développement de la maladie lors du transfert des splénocytes aux jeunes souris NOD (Miller 
et al., 1988; Matsumoto et al., 1993). L’utilisation d’hybridomes de lymphocytes T a permis 
de mettre en évidence la capacité d’un seul clone de lymphocyte T CD4+ ou de lymphocyte T 
CD8+, à accélérer la maladie chez un hôte sain (Miller et al., 1988; Haskins et al., 1989; 
Wong et al., 1996). Chez la souris NOD, les lymphocytes T CD8+ sont considérés 
généralement comme médiateurs de l’initiation de la pathologie, alors que les lymphocytes T 
CD4+ ont un rôle très important durant le processus de destruction des îlots (Miller et al., 
1988; Wang et al., 1996; Groen et al., 2003).
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Figure 2. Rôle des différentes cellules du système immunitaire dans la destruction des cellules 
P des îlots du pancréas (Lehuen et al., 2010)
Le sérum contenant des anticorps dirigés contre les lymphocytes de rat a permis la prévention 
de la maladie dans une colonie de rats BB prédisposés au diabète auto-immun (Like et al., 
1979). En parallèle, une seule administration d’anticorps anti-CD3, molécule nécessaire à la 
transmission du signal du TCR, est suffisante pour ralentir la progression de la maladie chez 
des patients nouvellement diagnostiqués pendant une période d’au moins un an (Herold et al., 
2002). Ces études ont ouvert la voie à l’utilisation d'un anticorps monoclonal anti-CD3 
aglycosyl chez les patients récemment atteints de DT1, où on constate un arrête de la 
destruction des cellules p (Chatenoud et al., 2010).
Les deux complexes majeurs d’histocompatibilités (CMH) classe II restreintes au LT CD4 + et 
CMH classe I restreintes au LT CD8 + sont nécessaires au développement du DT1. Les souris 
NOD qui ont subi une délétion du gène CIITA (codant pour la protéine CIITA nécessaire 
pour l’expression des gènes du CMH classe II) sont dépourvues de lymphocytes T CD4+ 
périphériques et ne développent pas le DT1 (Shizuru et al., 1993; Mora et al., 1999). De 
même, les souris NOD déficientes en B2-microglobuline (NOD.B2M'/ ), qui n’expriment pas 
le CMH de classe I, sont déficientes en lymphocytes T CD8+ et ne développent ni insulite, ni 
DT1 (Serreze et al., 1997).
L’effet important des LT CD8+ auto-réactifs dans la pathogenèse du DT1, à la fois chez 
l ’hommes et les modèles murins, nécessite l’aide des LT CD4+ dans la phase initiale de 
l’agression des cellules P (Vizler et al., 1999) et aussi dans la progression vers une insulite (ou 
une inflammation) destructrice et un diabète clinique (Amrani et al., 2000; Amrani et al. 
2001). Des expériences de transfert adoptif ont montré ce rôle coopératif des lymphocytes T 
CD4+ et T CD8+ dans le développement de la maladie (Wang et al., 1996).
La destruction des cellules B des ilôts de pancréas par LT autoréactifs se fait de plusieurs 
façons (figure 2) à savoir :
9
- La perforine qui a une forte homologie de séquence avec la protéine C9 du 
complément est connue pour former des pores dans les membranes cellulaires. Sa sécrétion 
par les LT CD8+ induit la mort des cellules 6 en créant des pores dans les membranes 
plasmiques ce qui permet l’entrée d’autres molécules lytiques, comme les granzymes dans les 
cellules cibles (Henkart et al., 1982; Baran et al., 2009).
- Les granzymes A et B, les plus communes chez l’homme et la souris, sont des
»
sérines protéases impliquées dans les détériorations des cellules cibles. Une fois entré dans la 
cellule, le granzyme A induit un processus apoptotique au sein de la cellule cible via de 
multiples mécanismes parmi lesquels l’induction de bris dans l’ADN cellulaire (Lieberman et 
al., 2003). Par contre, le granzyme B agit majoritairement via le clivage de la molécule Bid 
(membre de la famille des molécules pro-apoptotiques) (Trapani et al., 2003).
- La voie Fas/Fas-L (Fas-Ligand) qui est une voie indépendante du flux calcique. Le 
Fas-L est exprimé à la surface LT CD4+ ou sécrété suite au clivage de la forme membranaire 
par une métalloprotéïnase zinc-dépendante: la matrilysine. L’interaction du récepteur Fas 
exprimé sur la plupart des cellules P des îlots de pancréas (Moriwaki et al., 1999) avec Fas-L 
induit la cascade d’activation des caspases et l’apoptose de ces cellules (Scaffïdi et al., 1998). 
Les LT CD8+ et LT CD4+ ont la capacité de sécréter des cytokines comme, l’IFNy, l’IL 18, 
IL-12 et le TNF qui peuvent causer des dommages directs aux cellules 8 ou fournissent des 
signaux pour recruter d’autre types de leucocytes qui migrent dans les îlots de Langerhans 
(Lehuen et al., 2010).
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1.4. 2. Rôle des lymphocytes iNKT
Il a été rapporté qu’un déficit du nombre et de la fonction des lymphocytes iNKT existe chez 
la souris NOD (Gombert et al., 1996; Falcone et al., 2004). Ces anomalies ont été observées 
au niveau du thymus. En effet, le nombre de cellules iNK est très réduit dès les 3 lèmes semaine 
de vie et s’accompagne d’un défaut de production des cytokines (IL-4 et EFN-y). En outre, les 
observations au niveau de la rate ont montré que le nombre des cellules iNKT est encore plus 
réduit chez les souris NOD adultes (Gombert et al., 1996).
Plusieurs stratégies ont été employées pour rechercher si la restauration d’un nombre normal 
de cellules iNKT peut entraîner une suppression du diabète. Les souris NOD transgéniques 
qui surexpriment les marqueurs des cellules iNK, V al4-Jal8  et CDld, sont protégées contre 
le DT1 (Lehuen et al., 1998). De même, le transfert adoptif semi-allogénique (NOD x 
BALB/c) de cellules DN thymiques enrichies en lymphocytes iNKT protège les souris 
receveuses NOD contre le T1D (Hammond et al., 1998), suggérant ainsi le rôle 
suppressif/protecteur des cellules iNK vis-à-vis du T1D.
1.4. 3. Rôle des macrophages
En tant que composantes du système immunitaire inné, les macrophages sont également 
essentiels à l'intégrité fonctionnelle du système immunitaire adaptatif. Ces cellules ont la 
capacité de discriminer entre le soi et non soi, d’interagir et d’activer les lymphocytes T et B. 
En plus de leur rôle phagocytaire, les macrophages pénètrent dans les différents tissus où ils 
sécrètent des cytokines impliquées dans l’activation des lymphocytes naïfs et aussi produisent 
des substances cytotoxiques (Yoon et al., 2005).
L’implication des macrophages dans le développement du DT1 est bien démontrée. Il a été
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observé chez les souris NOD, les rats Wistar BB et chez des patients avec un diagnostic 
récent de DT1, que les macrophages sont les premiers à infiltrer les îlots de Langerhans avant 
même les lymphocytes T, et qu’ils exercent une action cytotoxique à l’égard des cellules bêta 
pancréatiques via la production de TNFa et d’IL-lB (Jansen et al., 1994; Wen et al., 2005; 
Uno et al., 2007). Par ailleurs, le blocage de l’adhésion des macrophages par un anticorps 
monoclonal spécifique empêche l’insulite et le DT1 chez les souris NOD (Hutchings et al., 
1990).
1.4. 4. Rôle des cellules dendritiques
Dans cette section, étant donné l’importance des CDs dans ce travail, nous avons préféré 
décrire ces cellules, certains des mécanismes impliqués dans leurs profils de maturations et 
enfin le rôle des CDs dans les conditions physiologiques et dans le DT1.
1.4.4.1. Cellules dendritiques (CDs)
Les cellules dendritiques (CDs), cellules présentatrices d’antigène (CPA) par excellence, 
créent un lien déterminant entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Elles sont 
spécialisées dans l’apprêtement, la présentation d’antigène et l ’initiation de la réponse 
immunitaire. De plus, elles sont capables de détecter la présence d’agents pathogènes «signal 
de danger» et d’activer des lymphocytes T naïfs: une caractéristique majeure des CDs dans 
l’initiation de la réponse immunitaire adaptative vis-à-vis d’antigènes nouveaux (Banchereau 
et Steinman, 1998). En outre, les CDs jouent également un rôle majeur dans la tolérance des 
lymphocytes T aussi bien au niveau central que périphérique. Les CDs sont donc considérées 
comme les cellules sentinelles du système immunitaire qui permettent le maintien de 
l’homéostasie du système immunitaire (Steinman et Nussenzweig, 2002).
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1.4.4.2. Ontogenèse et hétérogénéité des CDs
Les CDs, comme de nombreuses cellules du système immunitaire, sont continuellement 
produites dans la moelle osseuse à partir de cellules souches hématopoïétiques (CSH) (Manz 
et al., 2001). Leur expansion et leur différentiation nécessitent des facteurs de croissance, tels 
que le Flt-3-ligand, le SCF, le GM-CSF, l’IL-6 et le TNFa (Brasel et al., 2000; Karsunky et 
al., 2003). Bien que les CDs représentent moins de 0.5% des cellules mononucléées, on les 
retrouve dans presque tous les tissus de l’organisme, et en plus grande quantité dans les zones 
T des organes lymphoïdes. Il existe différentes sous-populations de CDs en fonction de leur 
ontogénie, leur fonction biologique et les facteurs de croissance nécessaires pour leur 
différenciation (Frédéric et al., 2010). En outre, les méthodes récentes du tri de cellules par 
cytométrie en flux ont permis d’identifier les progénitures des CDs et de spécifier les types de 
sous-populations des CDs sur la base de l'expression de protéines de surface et d’analyser les 
voies de leur développement in vivo chez les souris (Auffray et al., 2009; Liu et al., 2009; 
Onai et al., 2007). Les CDs CD103+ et CX3CR1+ sont des sous-population trouvées dans les 
poumons et la peau (Merad et al., 2009) et dans la lamina propria (Varol et al., 2009; Jaensson 
et al., 2008). Elles sont différenciées à partir de pré-CDs et des monocytes qui trouvent leurs 
origines à partir des progéniteurs myéloïdes (Varol et al., 2009). Ces cellules souches 
lymphoïdes sont, en grande partie, les progéniteurs des autres types des CDs incluant les CDs 
plasmacytoïdes, des CDs conventionnelles (CDsc); (CD8a+ et CD8oQ et les CDs-CD103+ 
lamina propria (figure 3).
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Figure 3. Différenciation des DCs et macrophages chez la souris (Geissmann et al., 2010)
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1.4.4.3. Caractéristiques des CDs
Les CDs présentent plusieurs caractéristiques qui contribuent à contrôler la reconnaissance de 
l’antigène et la réponse lymphocytaire. Ceci a pour conséquence d’induire l’immunité ou la 
tolérance immunitaire. Elles sont localisées dans des sites “ sentinelles” pour capturer les 
antigènes pathogènes et les présenter aux lymphocytes T dans les organes lymphoïdes 
(Lindquist et al., 2004). Les CDs possèdent des propriétés d ’endocytose, dédiées à la capture 
et l ’apprêtement d ’antigène, et expriment les ligands importants dans leur interaction avec les 
différents types de lymphocytes T (Trombetta et Mellman. 2005). Elles peuvent se 
différencier en cellules matures en réponse à différents stimuli, ce qui leur permet d ’induire 
une réponse immunitaire adaptée vis-à-vis des agents pathogènes. En somme la localisation, 
la capacité à présenter l’antigène et l’état de maturation sont des éléments typiques des CDs 
(Naik et al., 2007).
1.4.4.3.1. CDs immatures
Les CDs immatures sont réparties dans tous les organes et tissus y compris les tissus 
périphériques comme la peau et les muqueuses. Cette répartition leur permet de rencontrer 
aisément les antigènes présents dans l’ensemble des tissus non-lymphoïdes (Lindquist et al., 
2004). Au niveau phénotypique, les CDs immatures expriment à leur surface membranaire 
peu de molécules du CMH de classe II et peu de molécules d’adhésion et de costimulation 
(telles que CD54, CD58, CD80, CD86 et CD40). Par contre, elles expriment fortement des 
récepteurs impliqués dans l’endocytose, comme le CD205 et le CD207 ou les récepteurs FCy, 
et la phagocytose, tel que le CD36 ou les intégrines (aVB3 ou aVB5). Par ailleurs, elles 
expriment les récepteurs des chimiokines CCR1, CCR2, CCR5, CCR6 , CXCR1, et RANTES, 
qui leur permettent d’être recrutées dans les tissus inflammatoires via MIP-3a (macrophage
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inflammatory protein-3a) ainsi que M lP-la et CCL5 (Beaulieu et al., 2002). Sur le plan 
fonctionnel, les CDs immatures sont capables d’apprêter les antigènes et, en absence d'un 
stimulus inflammatoire, les iDCs participent au maintien d'un état d'équilibre de façon 
constitutive et au transport des auto-Ags à partir des tissus non lymphoïdes aux organes 
lymphoïdes (Scheinecke et al., 2002). Les organes lymphoïdes des souris, dans des conditions 
physiologiques stables, contiennent une grande proportion des iCDs qui présentent les auto- 
Ags et induisent la tolérance à leur égard (Hawiger et al., 2000).
1.4.4.3.2.CDs matures
Les CDs acquièrent la propriété de migrer vers les organes lymphoïdes pour rejoindre les 
lymphocytes T après la capture et l’apprêtement de l’antigène. Au cours de ce processus de 
migration et suite à l’action de cytokines inflammatoires, les CDs vont subir le processus de 
maturation leur permettant devenir des cellules immunocompétentes. Plusieurs autres facteurs 
peuvent induire la maturation des CDs, tels que les constituants des agents pathogènes, les 
signaux endogènes libérés par l’organisme au cours du stress ou de l’agression et les 
cytokines inflammatoires TNFa, l’IL-lp, l’IL-6 (Palucka et al., 1998; Sallusto et 
Lanzavecchia, 1994). Plusieurs familles de récepteurs sont impliquées dans la maturation de 
CDs, entre autres, les récepteurs de type Toll-like receptor (TLR) (Akira et Hemmi, 2003), les 
récepteurs RIG-l(retinoice acid-inductible gene I) et les récepteurs de la famille des lectines- 
C (Medziothov ; Pichlmair, 2007).
La maturation des CDs s’accompagne de plusieurs modifications phénotypiques et 
fonctionnelles. Les modifications phénotypiques se traduisent par l’augmentation de 
l’expression membranaire des molécules du CMH de classe I et de classe II et des molécules 
de costimulation et d’adhésion (Sallusto et al., 1995) ainsi que du DC-LAMP (lysosome
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associated membrane glycoprotein) considéré comme marqueur de maturation (Holtl et al., 
1998; Lechmann et al., 2002). La perte d’expression des récepteurs de certaines chimiokines 
comme le CCR6 , permettant au CDs matures d ’échapper au gradient local de MIP-3a 
(macrophage inflammatory protein-3a) dont la sécrétion est fortement augmentée par les 
tissus après un stimulus inflammatoire (Beaulieu et al., 2002). Ces changements 
phénotypiques se voient aussi par l’augmentation du niveau de l’expression du CCR7, des 
récepteurs des chimiokines MIP-3P et du CCL21 qui se trouvent dans la zone T des organes 
lymphoïdes, ce qui favorise la rencontre des CDs chargées d’un peptide avec les lymphocytes 
T spécifiques (Sozzani et al., 1998; Sallusto et al., 1999; Sallusto et Lanzavecchia, 1999).
D’un point de vue fonctionnel, la maturation des CDs s’accompagne par une perte de leur 
capacité à capturer et à apprêter les antigènes au profit de l’acquisition d’une meilleure 
capacité à les présenter en surface dans le contexte du CMH de classe I ou II. Par ailleurs, les 
CDs sécrètent de grandes quantités de cytokines inflammatoires telles que l’IL-12, le TNFa, 
l’IL-lp, l ’IL-6 et aussi des radicaux libres comme l’oxyde nitrique, qui favorisent la 
différenciation des lymphocytes T de type Thl et amplifient la réponse immunitaire 
(Steinman. 2003). Les CDs matures peuvent également induire l’activation et la 
différenciation de lymphocytes T de type T h l7 (LeibundGut-Landmann et al.; Nolte et al., 
2007) et l’activation de cellules NK (Bykovskaia et al., 1999).
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1.4.4.3.3.CDs semi-matures
Les CDs semi-matures représentent un état de maturation intermédiaire entre les CDs 
immatures et matures. Les CDs semi-matures montrent, sur le plan phénotypique, un niveau 
d’expression des molécules du CMH II et des molécules de co-stimulation plus élevé par 
rapport aux iDCs et une morphologie comparable aux CDs matures (Lutz et Schuler, 2002). 
Au niveau fonctionnel, ces cellules sécrètent des faibles quantités des cytokines 
inflammatoires (IL-6 , IL-16 et IL-12p70) ce qui les distingue des CDs matures. Les CDs 
semi-matures sont donc des CDs tolérogènes qui ont la capacité de capturer et d’apprêter en 
continu les antigènes du soi provenant de cellules apoptotiques (Vermaelen et Pauwels, 2005), 
de migrer vers les ganglions lymphatiques afférents en augmentant l ’expression de la 
molécule CCR7 (Randolph et al., 1998; 2005; Steinman et al., 2003) et de présenter ces 
antigènes du soi aux lymphocytes T (Kreuwel et al., 2002).
Étant donné que les niveaux d’expressions des molécules du CMH II et des molécules de co- 
stimulations sont des facteurs importants dans la maturation des CDs et dans les processus 
d’induction de la réponse immunitaire, la connaissance des mécanismes impliqués dans le 
contrôle de leur niveau d’expression est d’un ordre d’importance assez considérable dans 
l’immunologie fondamentale. L’un de ces mécanismes qui mérite notre attention est le 
mécanisme d’ubiquitinylation impliqué dans la régulation du profil phénotypique des CDs. 
Dans la section suivante nous allons faire une brève description de la protéine impliquée dans 
l’ubiquitinylation des molécules du CMH II et des molécules de co-stimulation.
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1.4.4.4. Mécanisme d’ubiquitinylation impliqué dans la maturation des CDs
1.4.4.4.1. Mécanisme d’ubiquitinylation en général
L'ubiquitinylation des protéines est une modification post-traductionnelle qui joue un rôle 
important dans leur dégradation et dans la plupart des processus cellulaires, incluant la 
synthèse et la réparation de l’ADN, la division cellulaire, la transcription, la traduction, la 
biogenèse des organelles, l’autophagie et l’endocytose (Hershko et al., 1998). 
L’ubiquitinylation est caractérisée par une fixation covalente, rapide et réversible de 
l’ubiquitine sur des protéines cibles via le groupement e-amino d ’un de leur résidu lysine 
(Ciechanover, 2006). L’ubiquitine (Ubl) est une protéine de 76 résidus fortement conservée 
au cours de l’évolution chez les eucaryotes, mais absente chez les bactéries et les 
archébactéries (Kerscher et al., 2006). Ce rôle modulateur de l’ubiquitine sur la régulation 
métabolique des protéines est induit en partie par l ’ampleur et le type de modification. En 
effet, la liaison d’une seule molécule Ubl (monoubiquitinylation) ou de plusieurs chaînes 
d’ubiquitines (polyubiquitinylation), produites par des ponts isopeptidiques entre l’amine 
primaire de la chaîne latérale de la lysine d ’une molécule d ’Ubl et de l’extrémité C terminale 
d’une autre Ub, enclenche des signaux qui sont décodés pour déclencher différentes réponses 
cellulaires.
La liaison de l’Ubl aux substrats se fait via une voie enzymatique. L’ubiquitine est synthétisée 
en tant que précurseur inactif et elle a donc besoin d’une modification post-traductionnelle 
afin d’exposer le groupement carboxyle de la glycine C-terminale. Cette modification est 
assurée par trois types d’enzymes qui sont 1) l’enzyme d ’activation de l’ubiquitine (El), 2) 
l’enzyme de conjuguaison de l’ubiquitine (E2), et 3) la ligase E3 protéine-ubiquitine (E3) 
(Hershko et al., 2000):
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Figure 4. Mécanisme de l'ubiquitinylation des protéines cibles et leur devenir (Deshaies et 
al.. 2009)
-L’enzyme d’activation de l’ubiquitine El (ubiquitin-activating enzyme) active l’Ubl 
en consommant de l’ATP et génère un intermédiaire thioester dans lequel le résidu C— 
terminal de l’Ubl est lié de façon covalente à un résidu cystéine du site actif de E l. Cette 
enzyme est peu abondante, moins spécifique de la voie de l’ubiquitinylation et peut être 
utilisée par de nombreux enzymes E2 (Bachmair et al., 2001).
- Les enzymes E2 (ubiquitin conjugating enzymes) permettent, par une réaction de 
transestérification, le transfert de l’Ubl activée sur le substrat via un deuxième intermédiaire 
thioester avec l’aide d’une enzyme E3 Ub ligase (Figure 4). Les enzymes E2 se trouvent chez 
toutes les espèces avec une trentaine de types chez les mammifères. Le caractère commun qui 
rassemble cette diversité est la présence d’un domaine conservé formé de 150 résidus d ’acides 
aminés qui forment le cœur catalytique de l’enzyme et le site de liaison de l’ubiquitine. 
Contrairement aux enzymes E l, les E2 possèdent une certaine spécificité d’interaction avec 
les E3 (Bachmair et al., 2001).
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Derniers acteurs de la cascade de l’ubiquitinylation, les E3 sont responsables de 
l’identification spécifique des protéines cibles. Les E3 sont des enzymes très diversifiées et 
leur nombre dépasse la centaine au sein des cellules des eucaryotes (Kerscher et al., 2006; 
Joazeiro et al., 2000; Hershko et al, 1998). Leur classification, en se basant sur le mécanisme 
de transfert de l’ubiquitine vers le substrat, donne deux types de classe:
- La classe des enzymes monomères à domaine HECT (Homologous to E6-APC- 
terminus) qui sont les seules à être capables de former une liaison covalente avec l’ubiquitine 
avant son transfert sur le substrat. Les NEDD4 (Neuronal precursor cell expressed 
developmentally downregulated 4) sont les mieux caractérisés dans cette classe de ligase 
(Abriel et Staub, 2005).
- La seconde classe réunit les enzymes qui contiennent le domaine appelé «ring 
finger». Ce domaine est défini par la séquence CX2CX(1-39)CX(1-3)HX(2-3)C/HX2CX(8- 
48)CX2C (Figure 5) où les résidus cystéine (c) et histidine (H) fixent les ions zinc (Borden,
2000). Cette classe contient des E3 ligases multimériques comme les protéines CULLIN qui 
sont capables d’interagir avec plusieurs sous unités et forment des complexes multiprotéiques 
appelés cullin RING ligases (Dias et al., 2002; Willems et al., 2004) et des E3 ligases 





Z n *2 X2 3/x2 Xi~3 Z n  + 2\ x2
©
Figure 5. Modèle du Ring Finger de l’E3 ligase (Deshaies et al.. 2009)
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I.4.4.4.2. Protéine MARCH I dans son contexte historique
Deux équipes de recherche ont décrit une nouvelle famille d’ubiquitine ligase E3 appelée 
modulateur de la reconnaissance immunitaire (MIR) (Coscoy et al., 2003; Ohmura-Hoshino et 
al., 2006). Les E3 ligases de cette famille ont été d'abord identifiées chez les virus et on 
soupçonne qu’elles sont impliquées dans les stratégies d'évasion du système immunitaire 
(Ishido et al., 2000; Fruh et al., 2002). Par exemple, MIR2, l’ubiquitine ligase E3 transcrite 
par le virus herpès murin de type 68 (mK3), est impliquée dans les mécanismes d'évasion du 
système immunitaire de l’hôte (Stevenson et al., 2000). Cette protéine est responsable de la 
régulation à la baisse du CMH de classe I des cellules infectées et de ce fait, les lymphocytes 
T cytotoxiques (CTL) spécifiques des antigènes d’herpès virus murin, ne sont plus capables 
de reconnaître et de détruire les cellules infectées (Stevenson et al., 2000).
MIR cellulaire (c-MIR), premier membre de la famille MIR chez les mammifères (Goto et al., 
2003), induit une régulation à la baisse des molécules de co-stimulation B7-2 par le même 
mécanisme retrouvé dans les MIR1 et MIR2. Cette protéine est maintenant connue sous le 
nom de MARCH-VIII (Bartee et al., 2004). De même, Bartee et al (2004) et Thibodeau et al 
(2008) ont trouvé que MARCH-I présente des fonctions physiologiques comparables à celles 
observées dans les fonctions MARCH-VIII et elle est impliquée dans les mécanismes 
d’ubiquitinylation du CMH classe II.
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I.4.4.4.3. MARCH I et le phénotype des CDs
Parmi les membres de la famille de MARCH, MARCH I a été identifié comme une E3 ligase 
physiologique (Matsuki et al., 2007). Ainsi, dans les conditions physiologiques normales sans 
stimuli, l'expression du CMH classe II et les molécules de co-stimulation CD86 sur la surface 
des cellules présentatrices d’antigènes, surtout des CDs, est contrôlée par l'ubiquitinylation 
assurée principalement par MARCH I (Matsuki al, 2007). Le groupe de Thibodeau a rapporté 
que chez les CDs matures dérivées de monocytes humains, stimulées par la voie des TLR, 
l'expression des ARNm de MARCH I est significativement réduite par rapport CDs non 
stimulées par cette voie (Thibodeau et al., 2008). Van Niel et ses collègues ont constaté que la 
perte de l'ubiquitilynation du CMH classe II est précédée par une régulation négative de la 
transcription du gène MARCH I (Van Niel et al., 2008). Récemment, il a été démontré que 
l'IL-10 augmente le niveau d'expression de MARCH I chez les CDs humaines et murines, et 
que cette réponse est impliquée dans la régulation négative du CMH classe II et les molécules 
de co-stimulation CD86 (Tze et al., 2011; Thibodeau et al., 2008).
I.4.4.4.3. L’activation des lymphocytes T par les CDs
Les CDs, cellules présentatrices d’antigène (CPA) par excellence, jouent un rôle très 
important dans l’initiation de la réponse immunitaire et dans le maintien de la tolérance autant 
au niveau central que périphérique. La migration des CDs vers les organes lymphoïdes, après 
l’apprêtement de l’antigène, permet aux CDs d’être en contact avec les lymphocytes T naïfs et 
d’induire leur activation (Banchereau et Steinman, 1998). Les signaux apportés par les CDs 
qui jouent un rôle clés dans les mécanismes d ’activation sont: (1) le signal d’interaction entre
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les molécules du CMH de classe I ou de classe II chargées d’antigène spécifique avec le 
récepteur des lymphocytes T (TCR) et qui permet d’identifier la molécule antigénique, (2) le 
signal de co-stimulation qui implique l’interaction des molécules de co-stimulation comme les 
molécules B7-1 et B7-2 (CD80 et CD86) avec des récepteurs présents sur les lymphocytes T, 
telles que CD28 et CTLA-4. Ces deux signaux induisent l ’activation d’une cascade de 
signaux intracellulaires qui aboutissent entre autres à la production de cytokines, la 
prolifération et la différenciation des lymphocytes T. La présence substantielle de ces deux 
signaux pour l’activation des lymphocytes T naïfs est très importante et un défaut du signal de 
co-stimulation médié par la molécule CD28 induit une réponse tolérogène en donnant des 
lymphocytes T anergiques.
Par ailleurs, les effets bidirectionnels des signaux de co-stimulation se produisent suite à 
l’interaction entre les lymphocytes T et les CDs. L’activation du TCR induit l’augmentation 
de l’expression de la molécule CD40 ligand qui conduit, en conséquence d’interaction avec 
CD40, à une régulation à la hausse de l’expression des molécules B7. Cette augmentation a 
une rétroaction positive sur l ’expression de CD40 ligand qui induit de ce fait la prolifération 
des lymphocytes T (Yinping, 2007).
1.4.4.4.4. Rôle des CDs dans les conditions physiologiques
Il est généralement admis que dans les conditions physiologiques, les CDs immatures (iCDs) 
jouent un rôle clé dans le maintien de la tolérance immune. Kurts et al (1996) ont montré que 
la présentation des antigènes tissulaires par les APC aux lymphocytes T CD8+ provoque leur 
délétion. Par ailleurs, l’injection de souris naïves par des CDs qui ont apprêté des antigènes 
conjugués aux anticorps anti-DEC205, récepteur exprimé à la surface des CDs, conduit à un 
état de tolérance (Hawiger et al., 2001). Les lymphocytes T qui entrent en contact avec des
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iCDs présentant des peptides du soi associés au CMH, où l’expression des molécules co- 
stimulations est limitée, deviennent anergiques et/ou apoptotiques. L’apoptose des 
lymphocytes T peut aussi être induite par l'expression de ligands de mort cellulaire 
programmée sur CDs tels que FasL et PD-L1 (Probst et al., 2005). Les iCDs jouent également 
un rôle clé dans le maintien de l'homéostasie des lymphocytes T immunorégulateurs (Hawiger 
et al., 2001).
La tolérance des CDs peut être aussi induite si ces cellules sont en présence, au cours de leur 
maturation, de cytokines anti-inflammatoires telles que l'IL-10. L’activation des iDC en 
présence d'IL-10 limite la régulation à la hausse des molécules co-stimulantes et diminue la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et en même temps augmente la production l'IL-10 
(Wakkach et al., 2003; Bhattacharyya et al., 2004). L’IL-10 sécrétée a une grande action sur 
les effecteurs du système inné et sur les Treg. L’IL-10 induit chez les Treg une augmentation 
du niveau d'expression des molécules de surfaces inhibitrices de type immunoglobuline-like 
et de leurs récepteurs (Vlad et al., 2010).
I.4.4.4.5. Cellules dendritiques et DT1
La présence de cellules présentatrices d’antigène (CPA) dans les îlots pancréatiques est décrite 
dans les premières études sur le DT1. Ces études ont montré que la déplétion des APC 
favorise la survie du greffon chez la souris (Faustman et al., 1984; Lacy et al., 1979), ce qui 
suggère que les APC apprêtent les protéines issues de cellules (3 et entament ensuite le 
processus de la réponse diabétogène. Cette hypothèse a été testée sur des souris exprimant une 
glycoprotéine virale de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) sous le contrôle du 
promoteur de l’insuline et chez qui seules les cellules B du pancréas expriment cette 
glycoprotéine (Ludewig et al., 1998). L’injection répétée de CDs conventionnelles (CDc)
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exprimant constitutivement l'épitope immunodominant LCMY chez ces souris transgéniques 
conduit à une massive infiltration mononucléaire destructrice des îlots pancréatiques suivie du 
développement du DT1. L’utilisation des souris RIP-LCMV déficientes en perforine, a 
montré que le développement du DT1 implique des lymphocytes T cytotoxiques qui utilisent 
un mécanisme indépendant des perforines (Ludewig et al., 1998).
Les auto-antigènes du pancréas peuvent être le produit de la mort des cellules P du pancréas. 
Chez les souris NOD, une mort peut se produire dès fâge  de deux semaines en raison du 
remodelage tissulaire qui suit le changement métabolique ou causée par des infections virales 
(Turley al., 2003; von Herrath, 2003). Les CDs apprêtent ces auto-antigènes libérés et les 
présentent aux LT spécifiques aux auto-antigènes, déclenchant ainsi la réponse diabétogène 
(Turley et al., 2003; Marleau et al., 2008). Les CDs de souris NOD augmentent la capacité 
d'activation des LT en augmentant aussi la production d'IL-12 et l'expression des molécules 
de co-stimulation (Poligone et al., 2002; Steptoe et al., 2002).
1.5. Modèles animaux du DT1
Les modèles animaux de diabète de type 1 sont utilisés depuis plusieurs décennies. Il existe des 
modèles de diabète spontané ou induit aussi bien chez le rat que chez la souris.
1.5.1. Modèles du diabète spontané
1.5.1.1. Souris non-obèse diabétique (NOD)
Les NOD ont étés développées par Susumu Makino au Japon suite à un croisement consanguin
des souris JCL:ICR (Makino et al., 1980). Les souris NOD développent un diabète qui reflète
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plusieurs aspects de la maladie chez l’homme. Les similitudes entre l’homme et la souris NOD 
sont décrites dans le Tableau 1.
Tableau 1
Similarités entre le diabète auto-immun des souris NOD et celles de l’humain.
Similarités Homme Souris NOD
Prédisposition génétique Oui Oui
Contribution du locus CMH Multiple Multiple
Influence de l’environnement Oui Oui
Incidence 5-30% 80-90% chez les femelles 
20-60% chez les mâles
Peri-insulite Non Oui
Auto-antigènes GAD65, IA2, l’insuline 
et 38KD
GAD65, IA2, l’insuline 
et 38KD
Réponse humorale contre les 
cellules p du pancréas
GAD65, IA2, insuline insuline
La maladie est transmise suite à la 
greffe de la moelle osseuse
Oui Oui
Lymphopénie Oui Non
(Tableau adapté de Gaskins et al., 1992)
27
Chez la souris NOD, le diabète apparait spontanément vers l’âge de 80 jours avec une incidence 
qui varie en fonction des conditions d’élevage, mais elle s’avère toujours supérieure chez la 
femelle (80-90%) que chez le mâle (fréquence souvent inférieure à 25 %I.) (Kikutani et al., 
1992; Bach, 1994). Ces différences d’incidence entre les souris NOD mâles et femelles ont été 
attribuées aux hormones sexuelles puisque la castration des souris mâles augmente l’incidence 
du diabète qui devient alors similaire à celle observée chez les femelles (Makino et al., 1980).
Les symptômes cliniques de la maladie chez la souris NOD sont précédés d’une lésion du 
pancréas appelée insulite qui s’établit à partir du sevrage, aussi bien chez les mâles que chez les 
femelles. Les îlots de langerhans sont en effet le siège d’une infiltration par des cellules 
immunitaires mononuclées, d’abord périphérique, puis invasive. Les lésions de destruction, 
limitées aux seules cellules 6, apparaissent quelques semaines plus tard. Le diabète clinique 
survient quand cette dégradation cellulaire touche plus de 80% des îlots (Srikanta et al., 1983).
Chez la souris NOD, la susceptibilité génétique au diabète dépend d’une combinaison de gènes, 
liés ou non au complexe majeur d’histocompatibilité. La co-expression de ces gènes, variables 
en fonction des colonies, contribue à la variabilité de l’incidence et de l’insulite d’un élevage à 
un autre (Alkinson et al., 1999).
1.5.1.2. Rat BioBreeding
Le rat BioBreeding (BB) fut découvert en 1974. Il dérive du rat Wistar appartenant à la lignée 
prédisposée au diabète. Le rat BioBreeding développe spontanément le DT1 dans 50 à 90% 
des cas (Polychronakos, 2004). Chez le rat BB, le diabète survient entre 60 et 120 jours d’âge, 
avec une incidence similaire chez les mâles et les femelles. Les animaux n’ayant pas
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développé le diabète sont néanmoins affectés par une insulite qui est fréquemment associée à 
une thyroïdite. Le rat BB présente en outre une lymphopénie sévère (MacMurray et al., 2002). 
La susceptibilité au diabète chez le rat BB implique un gène intervenant dans l’expression de 
la lymphopénie,le GTPase immunity-associated protein family member 5 (GEMAP5) et des 
gènes de CMH de classe II; ddm2 (MacMurray et al., 2002; Colle et al., 1981).
1.5.2. Modèles du diabète induit
Le diabète peut être induit expérimentalement. La destruction des cellules B est provoquée par 
l’administration d’une dose d’agents sélectivement toxiques pour les cellules B, tels que 
l’alloxane ou la streptozotocine (Rees et al., 2005). L’administration de streptozotocine à faible 
dose et ce, pendant 5 jours consécutifs provoque, chez la souris non prédisposée au diabète, une 
destruction de cellules P qui est à l’origine d’une insulite et d’un diabète avec une incidence non 
complète. Au contraire, l’administration d’une dose unique plus importante induit une 
destruction des cellules pancréatiques et un diabète insulino-dépendant dans 100% des cas. Le 




Le DT1 est une maladie auto-immune caractérisée par le bris de tolérance immune vis-à-vis 
des auto-antigènes des cellules P du pancréas, menant à l’activation des LT auto-réactifs 
CD4+ et CD8+ qui jouent un rôle très important dans toutes les phases du développement de la 
maladie. L’absence des cellules dendritiques tolérogènes, impliquées dans les mécanismes de 
tolérance immune, est considérée comme un facteur clé du bris de la tolérance dans le DT1. 
Les iCDs des souris NOD, par exemple, présentent un phénotype plus mature caractérisé par 
un niveau d’expression du CMH classe II et les molécules de co-stimulation CD86 qui est 
plus élevé par rapport aux autres types de souris comme les C57BL/6 (Dahlén, 2000).
Chez les CDs immatures, la protéine MARCH I est responsable de l’ubiquitinylation du CMH 
classe II et de CD86, ce qui empêche leurs expressions en surface et permet le maintien des 
CDs soit dans un état immature ou semi-mature tolérogène ayant une faible capacité de 
stimulation des lymphocytes T diabétogènes. In vitro, les CDs tolérogènes sont générées à 
partir de la moelle osseuse en présence d’IL-10 ou GM-CSF. Ces CDs ont le même phénotype 
que les CDs semi-matures. Le rôle de MARCH I dans la régulation du phénotype et des 
fonctions des CDs chez la souris NOD n’est pas connu. Notre hypothèse de travail est que 
MARCH I est régulée à la baisse chez les CDs de souris NOD et que la surexpression de 
MARCH I permet aux CDs de récupérer leurs fonctions tolérogènes. Afin de tester cette 
hypothèse, nous nous sommes fixés les objectifs suivants:
1) Étudier les niveaux d’expression de MARCH I dans les cellules dendritiques 
tolérogènes chez les souris-NOD.
2) Étudier l’effet de la surexpression de MARCH I sur le phénotype et les fonctions 
des cellules dendritiques des souris NOD.
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CHAPITRE 2: MATÉRIELS ET MÉTHODES
2.1. Animaux
Les souris NOD ont été achetées des laboratoires Jackson (Bar Harbor, ME) et maintenues 
dans un environnement sans pathogènes à l’animalerie de la faculté de médecine et des 
sciences de la santé de l'université de Sherbrooke selon les normes du Conseil canadien de 
protection des animaux.
2.2. Culture des cellules dendritiques
Les cellules de la moelle osseuse ont été prélevées de souris NOD et cultivées dans du milieu 
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) supplémenté de 100 U/ml de pénicilline G, 100 
pg/ml de streptomycine, 2 mM de L-glutamine, 50 pM de 2-mercaptoéthanol et 10% de 
sérum bovin fœtal inactivé (FBS), (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Les cellules ont ensuite 
été mises en culture à une densité de 106/ml dans des pétris de 10 cm de diamètre (BD Falcon, 
Oakville, ON) en présence de 5 ng/ml de GM-CSF et 4.5 ng/ml d’IL- 4 en présence ou en 
absence de 5 ng/ml d’IL-10 (R & D Systems, Minneapolis, MN). Au jour 3, 10 ml de milieu 
de culture frais contenant du GM-CSF (5 ng/ml), de l'IL-4 (4.5 ng/ml ) avec ou sans IL-10 (5 
ng/ml) ont été ajoutés à chaque boite de culture. Au jour 5, 10 ml du milieu a été retiré et 
remplacé par 10 ml de milieu de culture frais contenant les mêmes cytokines. Au jour 7, les 
CDs ont été récupérées et activées ou non par exposition au lipopolysaccharide de E.Coli 
0111:B4 (LPS, 1 pg/ml), (Sigma-Aldrich), en présence de GM-CSF et d ’IL-4 avec ou sans 
IL-10. Après 24 h et 48 h de culture, les CDs ont été récupérées, leurs phénotypes et leurs 
fonctions ont ensuite été analysés.
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2.3 Analyse par cytométrie de flux
Les CDs ont été lavées puis marquées avec les anticorps anti-B7-l-biotine, anti-B7-2-biotine, 
anti-I-AK/g7-biotine et anti-CDIIc-Alexa ou FITC pour être analysées au moyen du cytomètre 
en flux FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA) en utilisant le logiciel Cell Quest 
Pro (Becton Dickinson).
2.4 Production de cytokines
Les cellules dendritiques de la moelle osseuse (BMDCs) immatures ont été récoltées au jour 7 
et cultivées dans des plaques à 96 puits à fond rond à une densité de 1 x 106 cellules/ml en 
présence ou en absence de LPS (1 pg/ml). Les surnageant ont été recueillis après 24 h et 48 h 
de culture et les quantités d'IL-10, d'IL-12p70 et d'IFN-y relâchées dans les surnageant ont été 
quantifiées par ELISA selon les instructions du manufacturier (R&D Systems). En bref, les 
puits ont été enduits avec l’anticorps de capture pendant 16 h à température ambiante. 
Ensuite, la plaque a été lavée puis traitée avec une solution de 5% sucrose et 1% BSA. Les 
surnageant ont été ensuite déposés dans les puits et incubés pendant deux heures à 
température ambiante. Une fois les puits lavés, l’anticorps de détection couplé à la biotine a 
été ajouté pendant 2 h à température ambiante. Les puits ont ensuite été lavés et la 
streptavidine-HRP pour une durée de 20 min. Après lavage, le mélange 1:1 de H2O2 et de 
tétraméthyl benzidine a été ajouté et la réaction a été arrêtée par addition d ’acide sulfurique 
1N. La lecture de la plaque a été effectuée avec un spectrophotomètre à la longueur d’onde 
450 nm.
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2.5 Production des lentivirus
Les approches de transfert des gènes dans les cellules des eucaryotes sont basés, entres autres, 
sur l’utilisation des vecteurs dérivés de virus. Comme principe de base, le vecteur viral 
présente des propriétés semblables à ceux des virus à savoir l’introduction de leur matériel 
génétique dans la cellule en franchissant les barrières membranaires (plasmique et nucléaire). 
Les vecteurs viraux sont les produits des modifications dans les séquences responsables de la 
réplication et la pathogénicité virales. Les principaux types de vecteurs viraux utilisés sont: 
les vecteurs dérivés des Adénovirus, des virus associés aux Adénovirus, des virus de l’Herpès 
et des Rétrovirus comme les lentivirus.
Contrairement au rétrovirus sauvage qui présente un cycle viral de deux phases« la phase pré- 
intégrative et post-intégrative», le lentivirus ne présente qu’une seule phase « la phase pré- 
intégrative » dans son cycle d’infection. Cette phase débute par la reconnaissance de la cellule 
hôte en passant par l’entrée du virus dans la cellule, la décapsidation du virion, la rétro- 
transcription de l’ARN et enfin l’intégration de l’ADN proviral dans le génome de la cellule 
hôte. L’élimination de la phase réplicative du virus (post-intégrative) et les gènes pathogènes 
garantit la sécurité du vecteur (Quinonez and Sutton 2002).
Les séquences génomiques nécessaires à l ’obtention d’un vecteur lentiviral sont: 1) le groupe 
protéase impliquée dans le clivage des produits des gènes du groupe antigen (gag) et des 
polymérases (pol) 2) Le groupe gag codant les protéines de la capside, la matrice et la 
nucléocapside nécessaires à la protection du génome viral, 3) le groupe pol codant la 
rétrotranscriptase qui permet de convertir le génome ARN en ADN et l’intégrase nécessaire à 
l’intégration du génome proviral dans le génome de la cellule hôte et 4) le groupe enveloppe
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virale (env) qui code pour les protéines de l’enveloppe responsables à la liaison et l’entrée du 
virus dans la cellule hôte (figure 6). Les gènes nécessaires pour la production du vecteur 
lentiviral, non réplicatif, sont séparés en plusieurs plasmides diminuant ainsi les probabilités 
de recombinaison et la production d’un virus réplicatif.
2.5.1 Plasmides
Les plasmides responsables de la production des lentivirus induisant seulement l’expression 
de la protéine GFP dans les cellules hôtes sont :
- les plasmides de transcomplémentation (pLpl et pLp2) (Invitrogen) dans lesquels les 
séquences LTR5’,'P et LTR3’ ont été délitées afin d’empêcher l’encapsidation de l’ARN 
transcrit par ces plasmides et la rétrotranscription du lentivirus. Ces deux plasmides codent 
pour les différentes polymérases (rétrotranscriptase, intégrase), l’ensemble de la capside virale 
et les protéines de régulation (Tat et Rev).
- le plasmide d’enveloppe pLp/VSVG (Invitrogen) dans lequel les gènes codant pour les 
protéines d’enveloppe du VIH-1 ont été remplacés par les gènes codant pour les protéines 
d’enveloppe du Virus de la Stomatite Vésiculeuse (VSV) qui exprime la glycoprotéine G.
- Le plasmide vecteur ou de transfert (plentV), est le plenti-GFP qui contient le géne qui code 
pour la protéine GFP. Il provient du laboratoire du Dr François Boudreau du département 
d'anatomie et de biologie cellulaire, faculté de médecine et des sciences de la santé, université 
de Sherbrooke. La séquence du GFP a été insérée dans le plasmide d’origine (le pLemti6/5 
adaptateur) en aval du promoteur Cytomégalovirus (CMV) (figure 6) permettant ainsi une 
forte expression du GFP dans la plupart des cellules eucaryotes.
Le plasmide vecteur contient la partie génomique encapsidée après sa transcription en ARN. 
Ce vecteur comporte les séquences d ’encapsidation et les séquences pour la rétrotranscription 
de l’ARN génomique du lentivirus dans les cellules hôtes; les deux fragments LTR de part et
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d’autre du plasmide permettent à l’ADN d’une part de s’introduire dans le noyau et d’autre 












Figure 6. Schéma descriptif des quatre plasmides utilisés pour la production des particules 
lentivirales. (Naldini et al., 1996)
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Les lentivirus exprimant les gènes qui codent pour MARCH I et la protéine YFP ont été 
fournis par le laboratoire de Jacques Thibodeau du Département de Microbiologie et 
Immunologie, Université de Montréal.
Les autres constructions, comportant les différents mutants du MARCH I, produites suite à 
des déplétions dans la partie C-terminal ou N-terminal du MARCH I (figure 7) et exprimant 
en même temps GFP ont été fournies par le laboratoire de Dr Lonnie Lybarger, Département 
de la biologie cellulaire et d’anatomie, Université d ’Arizona.
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Figure 7. Schéma descriptif des plasmides vecteurs contenant les gènes d’intérêts. La 
différence entre les quatre types de plasmides utilisés est au niveau du gène MARCH I (+): le 
premier présente MARCH I intacte (Wild type), deux autres plasmides contiennent des 
MARCH I qui ont subis, une délétion de la région 257-279 C terminale et de la région 229- 
279 C terminale. Les deux derniers plasmides ont des MARCH I qui ont subi des délétions de 
la région 1-40 N terminales et 1-66 N terminales présenté. Ces délétions sont présentées sous 
forme de symbole.
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L’ensemble des plasmides sont amplifiés suite à la transformation des bactéries compétentes 
stbl3. Cette étape est suivie par la multiplication des bactéries, l’extraction et la quantification 
des plasmides, et enfin le stockage à -20°C.
2.5.2 Cellules
La lignée cellulaire HEK 293 (human embryonic kidney), dérivée de cellules embryonnaires 
rénales humaines a été utilisée pour la production des lentivirus. Elle a l’avantage d’être 
facilement transfectable et est utilisée pour titrer les lentivirus. Cette lignée a été cultivée dans 
le milieu DMEM (Dulbecco modified Eagle medium) additionné de 10% de sérum de veau 
fétal (SVF) et de 10 U de pénicilline et 10 mg/ml de streptomycine.
2.5.3 Production du lentivirus
Les cellules HEK 293 ont été mises en culture à raison de 3 x 106 cellules par boîte de culture 
de 10 cm de diamètre la veille de la transfection. Le lendemain, les ADN plasmidiques 
nécessaires à la production des lentivirus ont été ajoutés à 0,15 ml de CaCl2 (1,5M) et 1,05 ml 
de H20 , et incubés au moins pendant 8 h à 37°C et ensuite mélangés goutte à goutte sous 
faible agitation à 1,2 ml du tampon HBS (NaCl 140 mM, KC1 5 mM, Na2HP04  0,75 mM, 
glucose 6 mM, Hépès 25 mM, pH 7,05). Le mélange homogénéisé a été ensuite versé goutte à 
goutte dans le milieu de culture des cellules HEK 293, 12h plus tard, le milieu de culture a été 
remplacé par du milieu frais.
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2.6 Concentration des lentivirus et titrage viral
Deux jours après la tranfection des HEK 293, le surnageant a été récupéré, filtré (avec un 
filtre de 0,45 pm) puis ultracentrigugé sur du sucrose 20% pendant 3 h à 23100 rpm (rotor 
SW28, Beckman) à 4°C. Le culot a été alors repris dans 150 pl de milieu RPMI-1640 
additionné de 1 mM de MgCL et 200 pM de dNTPs puis congelé à -80°C.
Pour titrer les particules virales, nous avons choisi de mesurer l’expression de la protéine YFP 
ou GFP dans les cellules transduites en utilisant la cytométrie en flux (FACS). Nous avons 
préparé les cellules HEK 293 à raison de 7 x 105 cellules par puits dans une plaque de 24 
puits. Après 24 h d’incubation, nous avons commencé à transduire les cellules en utilisant des 
dilutions décroissantes (1, 1/10, 1/100 et 1/1000) des suspensions virales, en présence du 
Polybrene (8 pg/ml). Le changement du milieu a été effectué suite à une incubation de 2 h à 
37°C. Pour calculer le titre viral, les cellules transduites ont été analysées par FACS après 48 
h d’incubation. La formule de calcul du titre est la suivante:






unités de transduction 
pourcentage de cellules fluorescentes
nombre de cellules au moment de la transduction (7 x 105 cellules par puits)
dilution utilisée pour la transduction
volume de transduction (pl) ajouté dans chaque puits
38
2.7 Transduction des cellules
Cinq millions de cellules CIITA- HEK 293 (exprimant le CMH-II) ou BMDCs ont été 
transduites par 50 x 106 particules lentivirales dans des boîtes de pétri de 5 cm de diamètre 
dans 2 mL de milieu de culture en présence de 8 pg/mL de Polybrene. Trois h plus tard, le 
milieu de culture a été remplacé par du milieu frais. Dans les cas des BMDCs, la transduction 
avec les particules virales a été répétée deux fois, au jour 3 et au jour 5 de culture. Le 
pourcentage de cellules transduites a été déterminé par mesure du pourcentage de cellules 
exprimant la GFP analysée par cytomètre de flux (FACS Calibur) au jour 7 pour les BMDCs 
et au jour 3 pour les cellules CIÏTA- HEK 293.
2.8 Détection des niveaux d'ARN messager par RT-PCR
Les CDs ont été recueillies au jour 7, lavées et resuspendues à une densité de 2 x 106
cellules/ml, ensuite les cellules ont été incubées pendant 4 h, 8 h, 12 h, 24 h et 48 h à 37°C en
présence ou en absence d’IL-10 (5 ng/ml), récupérées, puis lavées avec du PBS froid. Les
cellules récupérées ont été resuspendues dans du Trizol (Invitrogen, Burlington, ON)
supplémenté de 20% de chloroforme pour l’isolement de l'ARN. Après centrifugation, les
échantillons ont été lavés avec du chloroforme, centrifugés à nouveau. La précipitation de
l’ARN a été faite en utilisant l'isopropanol froid, suivie par un lavage avec de l’éthanol 75%
aqueux, puis dissous dans de l’eau stérile. La mesure de la concentration d'ARN a été par
spectrophotométrie à la longueur d'onde de 260 nm (DU-7 spectrophotometer, Beckman
Coulter, Mississauga, ON). Ensuite, 1 jig d’ARN a été utilisé pour effectuer une transcription
inverse en ADN complémentaire (ADNc). Pour effectuer la transcription inverse afin
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d’obtenir l’ADN complémentaire (ADNc), 1 pg d'ARN a été chauffé à 65°C pendant 5 min 
avec 500 ng d’oligo DT et du dNTP 10 pM, suivie par une incubation pendant 50 min à 42°C 
en présence de la transcriptase reverse (Superscript II RT, Invitrogen, Burlington, ON). La 
réaction a été inactivée en chauffant la solution à 70°C pendant 15 min. Les conditions 
expérimentales de la PCR quantitative en temps réel ont été similaires à celle de la PCR 
classique, à la différence que le milieu réactionnel de PCR quantitative contient aussi du 
SYBR Green. La réaction PCR a été réalisée dans un volume 25 pl, qui contient 1,25 unité 
d’ADN Taq polymérase et son tampon associé IX, 3 mM de MgCl2, 200 mM de chaque 
dNTP, 100 nM de chaque amorce et de l’ADNc en quantité variable (0,3 à 100 ng).
2.9 Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel Prism 5.0 (Graphpad software, 
San Diego, CA). Les résultats quantitatifs sont exprimés par la moyenne ± l’écart type. Les 
différentes analyses, pour comparer deux échantillons, sont réalisées par le test non paramétrique 
de Mann et Whitney, soit par ANOVA. Le seuil de signification retenu est de 1% (p < 0,01).
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CHAPITRE 3: RÉSULTATS
3.1 Phénotype des CDs générées en présence d’IL-10
L’IL-10 est considérée comme la cytokine immunorégulatrice majeure. Elle inhibe 
l’activation et la fonction effectrice de plusieurs types cellulaires tels que les monocytes, les 
macrophages et les CDs. L’IL-10 affecte directement la fonction des lymphocytes Thl en 
inhibant la production d’IL-2, d ’IFNy et de TNFa et aussi en affectant la fonction APC telle 
que la maturation des cellules dendritiques (Moore et al., 2003; Ding et al., 1993). Afin de 
vérifier si l’IL-10 peut moduler le phénotype des CDs des souris NOD et leur permettre 
d’acquérir les propriétés des CDs tolérogènes, nous avons généré, in. vitro, des CDs à partir de 
la moelle osseuse avec du GM-CSF et de l’IL-4 en absence (IL-4.CDs) ou en présence d’IL- 
10 (IL-lO.CDs) et analysé leurs phénotypes et leurs fonctions. Les résultats (Figure 8) 
montrent qu’après 7 jours de cultures, les IL-lO.CDs et les IL-4.CDs montrent une faible 
expression du CMH II et des molécules de co-stimulation CD86. Après maturation des CDs 
par le LPS, les IL-lO.CDs montrent une faible augmentation de l’expression du CMH II et des 
molécules de co-stimulation CD86 comparativement à une forte régulation à la hausse de ces 
molécules à la surface des IL-4.CDs. Ces résultats indiquent que l ’IL-10 empêche une forte 
expression du CMH II et CD86 sur les CDs et suggèrent sa capacité de promouvoir la 
génération de CDs semi-matures chez la souris NOD.
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Figure 8. Analyse de l’expression du CMH II et des molécules de co-stimulation CD86 chez 
différents types de CDs. Les IL-lO.CDs et les IL-4.CDs de souris NOD ont été générées à 
partir de la moelle osseuse. Les CDs ont été stimulé ou non par le LPS et analysées par 
cytométrie de flux suite aux marquages par des anticorps fluorescents anti-CD86 et anti-CMH 
II. Les profils en bleu représentent le contrôle négatif (CDs incubées avec le contrôle 
d’anticorps isotypique). Les tracés rouges correspondent aux CDs marquées aux anticorps 
fluorescents correspondants).
3.2 Profil des cytokines des IL-lO.CDs
Les CDs de souris NOD présentent un état de maturation plus avancé que les CDs des souris 
non susceptibles au développement du DT1. Cet état de maturation est caractérisé par la 
grande production des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-I2p70 et le niveau élevé 
du CMH de classe II et les molécules de co-stimulation CD80 et CD86 (Poligone et al., 2002; 
Steptoe et al., 2002). Nous avons déterminé le profil des cytokines produites par les CDs 
générées en présence ou en absence d’IL-10. Après stimulation par le LPS pendant 48 h, les 
quantités d'IL-10, d'IL-I2p70 et d'IFN-y dans les surnageants des différentes cultures de CDs 
ont été mesurées par ELISA.
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Nos résultats montrent que les IL-lO.CDs de souris NOD produisent de grandes quantités 
d’IL-10, alors que les IL-4.CDs en produisent peu (Figure 9). Pour ce qui est de la production 
des cytokines pro-inflammatoires, la production d’IL-12p70 par les IL-4.CDs est importante 
comparativement aux IL-lO.CDs (Figure 8). De façon similaire, la production d’INF-y est 
élevée chez IL-4.CDs par rapport aux IL-10 .CDs (figure 9).
En somme, nos résultats montrent que la présence l’IL-10 dans le milieu de culture des 
BMDCs des souris NOD contribue à la réduction de la production des cytokines pro­







Figure 9. Sécrétion de cytokines par les IL-lO.CDs et IL-4.CDs. Les IL-4.CDs et les IL- 
lO.CDs générées à partir de la moelle osseuse de souris NOD ont été stimulées au LPS (1 
pg/ml) pendant 48 h. Les quantités d'IL-10, d'IL-12p70 et d'IFN-y dans les surnageants ont été 
déterminées par ELISA. Les données représentent la moyenne et l'écart type de duplicatas de 
trois expériences indépendantes. Le degré de signification est p  < 0.001, indiqué par une 
étoile. L'IL-10, l’IL-12p70 et l'IFN-y sont présentées par les colonnes gris foncé, hachuré 





« • p< 0.001
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3.3 Niveau d’expression de MARCH I dans les IL-lO.CDs
Les études sur les mesures des ARN messagers (ARNm) transcrits dans les CDs ont montré 
que le faible niveau d’expression du CMH classe II et des molécules de co-stimulation sur les 
iCDs et les CDs tolérogènes est sous le contrôle de MARCH I. La perte de cette protéine 
provoque une augmentation d’expression du CMH classe II et des molécules de co- 
stimulation (Thibodeau et al., 2008; Matsuki et al., 2007). Par ailleurs, les travaux réalisés sur 
les CDs dérivées des monocytes humains et des CDs de souris C57BL/6 générées en présence 
d’ILlO ont montré des niveaux élevés d’expression d’ARNm de MARCH I comparativement 
aux CDs générées en absence d’ILlO (Thibodeau et al., 2008; Tze et al., 2011). Afin de 
vérifier le niveau de transcription du gène de MARCH I chez les IL-lO.DCs de souris NOD, 
les ARN totaux ont été extraits à différents temps (0 h. 4 h, 8 h, 24 h et 48 h) après stimulation 
au LPS. Par la suite, les réactions PCR en temps réel ont été réalisées sur les ADN 
complémentaires rétrotranscrits par la transcriptase inverse.
L’analyse des résultats indique que le taux d’ARNm de MARCH I chez les IL-lO.CDs 
(colonne blanche hachurée horizontalement) est élevé avant et après la stimulation au LPS en 
comparaison avec les IL-4.CDs (colonne grise en mosaïque) (Figure 10). En outre, la 
cinétique que nous avons réalisée sur la quantité d’ARNm de MARCH I nous a permis 
d’observer une diminution des niveaux d’expression d’ARNm MARCH I dans les premières 
heures de stimulation par LPS chez les deux types de CDs (IL-lO.CDs et IL-4.CDs), mais 
après de longues durées de stimulation (24 h et 48 h), ce niveau d’expression augmente et 
dépasse même les niveaux de base respectifs (Figure 10). Ces résultats montrent que l’IL-10 
induit, entre autres, l’expression de MARCH I qui corrèle avec le phénotype semi-mature 
tolérogène des CDs.
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Figure 10. Niveau d’expression des ARNm MARCH I chez les IL-4.CDs et les IL-lO.CDs 
des souris NOD. Les IL-4.CDs et les IL-lO.CDs générées à partir de la moelle osseuse de 
souris NOD ont été stimulées par le LPS aux temps indiqués. Les niveaux d’ARNm ont été 
analysés par PCR en temps réel. Les résultats sont présentés en termes d’augmentation des 
niveaux d’expression des ARNm de MARCH I d’IL-lO.CDs (colonne blanche hachurée 
horizontalement) et IL-4.DCs (colonne grise en mosaïque) par rapport aux niveaux 
d’expression des ARNm de (3-actine respectifs. Les données sont représentatives de trois 
expériences indépendantes. Le degré de signification est p < 0.001, indiqué par une étoile.
3.4 Effet de l’expression de MARCH I sur les CIITA-HEK 293
Le facteur de transcription Class II Transactivateur (CIITA) joue un rôle majeur dans la 
synthèse de molécules du CMH classe II (De Lerma et al., 2005; Schnappauf et al., 2003). Le 
CIITA est strictement exprimé dans les cellules épithéliales thymiques, les cellules 
dendritiques, les macrophages, les lymphocytes B et les lymphocytes T activés (Reith et al.,
2001). Class II Transactivateur (CIITA) est un gène clé pour l’expression du CMH classe II et 
la transfection des HEK 293 par des plasmides qui contiennent le gène CIITA permet 
l ’expression du CMH classe II en surface de ces cellules (De Lerma et al., 2005). Afin de 
vérifier si la protéine MARCH I régule à la baisse le niveau du CMH classe II, nous avons
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transduit les cellules CIITA-HEK 293 à l’aide d’un lentivirus contenant le gène codant pour 
MARCH I (Lenti-Ml). Les cellules ont été ensuite marquées avec les anticorps anti-MHC-II 
(anti HLA-DR) et analysées par cytométrie de flux. Les résultats montrent que les cellules 
CIITA-HEK 293 non transduites ou transduites avec le lentivirus vide (Lenti-YFP) expriment 
des niveaux très élevés et semblables du CMH classe II à leur surface (Figure 11). De façon 
intéressante, chez les cellules CIITA-HEK 293 transduites avec MARCH I, le niveau 
d’expression du CMH classe II est fortement réduit (Figure 11). Ces résultats montrent que 
l’ubiquitine E3 ligase MARCH I réduit l’expression du CMH classe II à la surface des 
cellules CIITA-HEK 293.
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Figure 11. Analyse de l’expression du CMH classe II chez les cellules CIITA-HEK 293 
transduite avec MARCH-1. Les cellules CIITA-HEK 293 ont été cultivées pendant 3 jours et 
transduites avec lentivirus Lenti-YFP (lentivirus vide) ou avec le lenti-Ml (lenivirus-YFP- 
MARCH I) comme décrit dans la section Méthodes. Les cellules ont été récupérées, lavées, 
marquées par un anticorps anti-HLA-DR et analysées par cytométrie de flux, les résultats sont 
présentés en pourcentage de fluorescence et sont représentatifs de trois expériences 
indépendantes.
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3.5 Effet de la surexpression de MARCH I sur les CDs
Thibodeau et son équipe ont transfecté les cellules dendritiques dérivées de monocytes avec 
l’ARNm codant pour MARCH I et ont montré que la sur-expression de MARCH I résulte en 
une forte régulation à la baisse du niveau des molécules de co-stimulation CD86 et CMH 
classe II (Thibodeau et al. 2008). Chez la souris NOD, les IL-4.CDs expriment des niveaux 
anormalement élevés de CD80, CD86 et de CMH classe II qui sont associés à une faible 
expression d’ARNm de MARCH I. De plus, les IL-lO.CDs générées à partir de la moelle 
osseuse de souris NOD expriment moins de CD86 et de MHC II, ce qui corrèle avec des 
niveaux plus élevés de MARCH-I. Afin de déterminer si MARCH-I est directement 
responsable de la diminution d’expression de CD86 et du CMH II, nous avons généré les 
BMDC des souris NOD avec GM-CSF (5 ng /ml) et IL-4 (4,5ng/ml), que nous avons 
transduit avec le vecteur lentiviral vide (lenti-YFP) ou avec le vecteur lentiviral MARCH I 
fusionné avec le YFP (lent-Ml-YFP). Au jour sept, les cellules ont été stimulées ou non par le 
LPS pendant 48 heures, puis analysées par un cytomètre de flux. Les résultats de FACS 
montrent que le pourcentage des iCDs (C D llc+) des souris NOD transduites par MARCH I 
(iCDs-lenti-Ml-YFP), est faible par rapport au iCDs (C D llc+) des souris NOD transduites 
avec lentivirus vide (iCDs-Lenti-YFP) (Figure 11 A). Les iCDs-lenti-Ml-YFP montrent des 
faibles niveaux d’expression du CMH II et des molécules de co-stimulation CD86, 
comparativement aux hauts niveaux du CMH classe II et des molécules de co-stimulation 
CD86 exprimées par les iCDs-YFP (Figure 12B).
Après stimulation par le LPS, les CDs-lenti-M-YFP perdent l’expression de YFP et donc de 
MARCH I, tandis que les CDs-lenti-YFP gardent le même taux d’expression de YFP en 
comparaison avec les iCDs-lenti-YFP (Figure 12A). L’absence de la fluorescence YFP dans 
les CDs matures transduites par lent-Ml-YFP, suite à la stimulation par LPS, était un facteur
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limitant pour faire l’analyse des niveaux d’expression du CMH classe II et des molécules de 
co-stimulation CD86 .
En somme, la régulation du CMH classe II et les molécules de co-stimulation CD86 chez les 
iCDs des souris NOD, sont liées à la surexpression du gène MARCH I. Cependant, suite à la 
maturation par le LPS, les CDs perdent l’expression de MARCH I.
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Figure 12. Expression du YFP, CMH classe II et des molécules de co-stimulations sur les 
CDs transduites ou non. Les BMDC de souris NOD ont été transduites avec le Lenti-YFP 
(lentivirus vide) ou avec le lenti-Ml-YFP (lenivirus -MARCHI-YFP). Les cellules ont ensuite 
été récupérées au septième jour, stimulées ou non avec le LPS pendant 48 h et marquées avec 
les anticorps anti-CDllc, anti-CMH II, et anti-CD86 avant d ’être analysées par cymomètrie 
de flux. (A) Analyse des taux d’expression de YFP des CDs avec ou sans stimulation par 
LPS, les résultats sont présentés en pourcentage de fluorescence. (B) Analyse de l’expression 
du CMH classe II et des molécules de co-stimulations CD86 des iCDs transduites par 
MARCH I, les résultats sont présentés en moyen d’intensité de la fluorescence (en chiffre) en 
rapport avec un contrôle négatif (Ml). Les histogrammes sont représentatifs de six 
expériences indépendantes.
3.6 Effet de la surexpression des mutants Al-44 et Al-66 MARCH I sur les 
CDs
Les résultats présentés dans la section précédente ont montré qu’il y a une dégradation 
complète de MARCH I surexprimé dans les CDs matures des souris NOD. Jabbour et ses 
collègues (Jabbour et al. 2009) ont montré que la demi-vie de MARCH 1 est de 30 min est le 
résultat d’une dégradation rapide dans les conditions d'acidité lysosomale par les protéases à 
cystéine. En plus, ils ont montré que les formes tronquées dans la région N-terminale de la 
protéine MARCH I (A 1-40 ou Al-66) ne se dégradent pas et restent stables dans les lignées 
cellulaires CDs 2.4 (des cellules dendritiques dérivées des souris C57BL/6), RAW264.7 
(macrophages) et les WT3 (des fibroblastes embryonnaires des souris C57BL/6) suite à leur 
transduction par le lentivirus contenant ces mutants. Ces lignées transduites par ces mêmes 
lentivirus diminuent l’expression des molécules du CMH classe II ou/et les molécules de co- 
stimulation (CD80 et CD86) exprimées à leurs surfaces.
Afin de tester l’effet et la stabilité des mutants Ai-40 ou Ai-66 MARCH I sur les CDs des souris 
NOD et leurs effets sur le niveau d’expression de CD86 et du CMH II avant et après 
stimulation par le LPS, nous avons généré les BMDC des souris NOD avec GM-CSF et IL-4, 
puis nous les avons transduites avec les mutants Ai-4o ou Ai-66 MARCH I et analysées par 
cytometrie de flux.
Nos résultats ont montré que les pourcentages des iCDs des souris NOD transduites par les 
mutants Amo o u  Ai-66 de MARCH-I qui expriment le GFP, sont respectivement 15% et 13% 
(Figure 13A). Lorsque cultivée en présence du LPS, le pourcentage d’expression de la GFP 
est de 18% dans le cas des CDs-Ai-66 et de 16% dans les cas des CDs Amo (Figure 13A). Les 
iCDs-Ai-66 et iCDs Amo cultivées en absence de LPS, montrent des faibles niveaux 
d’expression du CMH classe II et des molécules de co-stimulation comparativement aux
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iCDs-GFP et aux iCDs non transduites (Figure 13 B). Les niveaux d ’expression de ces deux 
molécules demeurent relativement faibles chez les CDs-Ai-66 et CDs-Ai-40 cultivées en 
présence de LPS, en comparaison aux CDs non transduites ou transduites par le lentivirus 
vide (Figure 13B).
En conclusion, les mutants A1-40 ou Ai-66 MARCH I sont stables dans les CDs des souris NOD 
et sont capables de réguler à la baisse les molécules du CMH classe II et les molécules de co- 
stimulation CD86 .
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Figure 13. Expression de GFP, CMH classe II et des molécules de co-stimulation sur les CDs 
transduites ou non. Les BMDC des souris NOD ont été transduites avec le lenti-Al-66 
(lenivirus-GFP-AMoMARCH I) ou avec le lenti-A j^ (lenivirus-GFP-Ai.66 MARCH I). Les 
cellules ont été récupérées au septième jour, stimulées ou non avec le LPS pendant 48 h, puis 
marquées avec les anticorps anti-CDllc, anti-CMH II, et anti-CD86 avant d’être analysées 
par cymomètrie de flux. (A) Analyse des taux d’expressions de GFP, les résultats sont 
présentés en pourcentage de fluorescence. (B) Analyse de l’expression du CMH classe II et de 
la molécule de co-stimulation CD86 chez les CDs transduites par A1-40 et Ai-66 MARCH I, les 
résultats sont présentés en moyen d’intensité de la fluorescence (MFI). Les histogrammes sont 
représentatifs de trois expériences indépendantes.
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CHAPITRE 4: DISCUSSION
Les CDs sont des cellules présentatrices d'antigènes professionnelles qui contrôlent la réponse 
immunitaire. Leur stade de maturation joue un rôle crucial dans le déroulement de cette 
réponse (Banchereau et Steinman, 1998). Les deux stades de maturation des CDs les plus 
connus sont: 1) le stade mature, pouvant induire la réponse immune par l'activation des 
lymphocytes T naïfs en lymphocytes T effecteurs et 2) le stade immature qui permet aux CDs 
d’avoir la capacité d'induire le phénomène de tolérance par l'induction de l'anergie ou la mort 
des lymphocytes T (Lutz et Schuler, 2002; Steinman et al., 2003).
La capacité des CDs à stimuler les lymphocytes T est fortement inhibée par l’activité 
immunosuppressive d’IL-10 (Moore et al., 2001; Lang et al., 2002). L’IL-10 est une cytokine 
anti-inflammatoire qui contribue à réduire la présentation d’antigène en régulant à la baisse le 
niveau d’éxpression du CMH II et des molécules de co-stimulations CD86 (Willems et al., 
1994; Moore et al., 2001). Récemment, il a été rapporté que l’ubiquitine E3 ligase MARCH I 
est le médiateur majeur de l’effet immunosuppresseur de l’action d’IL-10 chez les monocytes 
humains (Thibodeau et al., 2008). Cependant, peu d’études ont exploré ce mécanisme de 
tolérance des CDs murine et en particulier dans le contexte d’une pathologie auto-immune 
telle que le DT1 chez la souris NOD. Notre travail vise à étudier la tolérance des CDs des 
souris NOD impliquant IL-10 et l’ubiquitine E3 ligase MARCH I, dans le but de moduler les 
fonctions des CDs et d’induire leur tolérance dans un contexte auto-immun comme le DTI.
L’analyse du phénotype des CDs des souris NOD générées, in vitro, à partir de la moelle 
osseuse en présence d’IL-10, montre que dans ces conditions, les CDs de la souris NOD 
acquièrent un phénotype tolérogène. En effet, les IL-lO.CDs de souris NOD résistent à la 
maturation induite par le LPS, puisque l’augmentation de l’expression du CMH classe II et 
des molécules de co-stimulation est faible, alors que les IL-4.CDs des souris NOD acquièrent
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le phénotype des CDs matures. Nos résultats concordent avec d’autres travaux qui ont montré 
que, in vitro, les CDs dérivées de la moëlle osseuse des souris ou dérivées des monocytes 
humains, générées en présence d’IL-10 ont un phénotype tolérogène où le niveau du CMH 
classe II et les molécules co-stimulantes sont régulées à la baisse (Wakkach et al., 2003; 
Bhattacharyya et al., 2004).
En plus, nous avons vérifié si des différences sont observées dans les niveaux d'IL-10, d'IL-12 
et d'IFN-y produites par les IL-lO.CDs et les IL-4.CDs. Nos résultats montrent que les IL- 
lO.CDs sécrètent plus d'IL-10, mais peu d'IL-12 et d'IFN-y suite à une stimulation au LPS, 
alors que les IL-4.CDs sécrètent plus d’IL-12 et d'IFN-Y, mais peu d'IL-10 (Figure 9). La 
sécrétion d'IL-10 est normalement observée chez les CDs de type tolérogène (Kwan et al.,
2007) alors que la sécrétion d'IL-12 et d'IFN-y est propre aux CDs de type mature qui 
favorisent une réponse pro-inflammatoire (Feili-Hariri et Morel, 2001). Les hauts niveaux de 
production d’IL-10 chez les IL-lO.CDs peuvent aussi expliquer leurs faibles niveaux de 
production d'IL-12. Les travaux de Xia et Kao (Xia et Kao, 2003) ont montré que l'ajout 
d'anticorps neutralisant l'IL-10 dans un milieu de culture de CDs, donnant des CDs non 
tolérogènes, stimulées au LPS entraîne une augmentation des niveaux de production d'IL-12. 
D’autres études ont rapporté que chez des monocytes humains, la stimulation à l'IL-10 
supprime la transcription des gènes de l'IL-12p35 et l'IL-12p40 (Aste-Amezaga et al., 1998; 
Butcher et al., 2005). Cela nous permet d ’étiqueter les IL-lO.CDs de ces souris NOD de CDs 
tolérogènes et les IL-4.CDs des souris NOD de CDs immunogènes associées à l'inflammation.
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L’IL-10 est impliquée dans la régulation négative des protéines du MHC classe II, CD80, et 
CD86 des CDs (de Waal Malefyt et al., 1991; Ding et al., 1993; Willems et al., 1994) et cela 
grâce, en partie, à des mécanismes post-transcriptionnels tel le cas des molécules CMH de 
classe II (Koppelman et al., 1997). D’autre part, les études sur l’ubiquitine E3 ligase MARCH 
I ont aussi montré l’implication de cette enzyme dans les mécanismes de modification post- 
traductionnelles du MHC classe II, CD80, et CD86 sur CDs (Cella et al., 1997; Villadangos et 
al., 2001; Shin et al., 2006; van Niel et al., 2006) et constitue, en outre, le médiateur majeur de 
l’effet immunosuppresseur de l’action d’IL-10 chez les monocytes humains (Thibodeau et al.,
2008).
En relation avec les données de la litérature et nos résultats sur les faibles niveaux 
d’expression du CMH II et des molécules de co-stimulation chez les CDs tolérogènes 
générées en présence d’IL-10, nous avons étudié l’implication de la protéine E3 ligase 
MARCH I dans la résistance à la maturation des ILlO.CDs. Nous avons montré que les IL- 
4.CDs expriment faiblement l'ARNm de MARCH I alors qu’il est plus élevé chez les EL- 
lO.CDs. Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés par Tze et son équipe (2011) 
qui ont aussi montré que l’ARNm de MARCH I chez les CDs des souris C57BL/6, générées 
en présence d’IL-10 et activées par le LPS pendant 16 à 24 h augmente six fois par rapport 
aux CDs générées en absence d ’IL-10. L’ensemble de ces résultats démontre que l’IL-10 joue 
un rôle important dans l’augmentation de l’expression du MARCH I.
En outre, l’analyse de la cinétique des ARNm de MARCH I montre une nette diminution de 
l’expression de l’ARNm du MARCH I après 4 h et 8 h de stimulation au LPS suivie d’une 
augmentation importante à 24 h et 48 h aussi bien dans le cas des IL-4.CDs que des IL- 
lO.CDs. Le niveau d’expression des ARNm du MARCH I est plus marqué dans les CDs
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moins matures (IL-10-CDs) que chez les CDs les plus matures (IL-4.CDs) (Figure 10). 
Thibodeau et ses collègues (2008) ont observé des diminutions assez similaires des ARNm de 
MARCH I dans les monocytes humains après 4 h de stimulation par le LPS avec un 
maximum après 16 h. Par contre, l’augmentation d’expression des ARNm de MARCH I à 24 
h et 48 h de stimulation par LPS, suggère une forte possibilité de l’existence de mécanismes 
de rétroactions (feedbacks) négatives réagissant aux stimulations prolongées par le LPS et qui 
induisent, entre autres, l ’augmentation de l’expression du MARCH I, élément à élaborer dans 
des études futures.
Afin de déterminer les effets de MARCH I sur l’expression du CMH II et des molécules de 
costimulation CD86, Jabbour et son équipe (2009) ont montré que la transduction des lignées 
cellulaires DC2.4, WT3 et RAW264.7 avec le gène codant pour MARCH I provoque une 
diminution importante de l’expression du CMH classe II et des molécules CD86 . Nos 
résultats sont en accord avec ces observations. En effet, les données obtenues avec les cellules 
CIITA-293 HEK transduites par le système lentiviral contenant MARCH I montrent aussi une 
importante régulation à la baisse du CMH classe II (Figure 11). Cette baisse d ’expression du 
CMH II serait assurée par l’ubiquitinylation du résidu lysine en position 225 dans le domaine 
cytoplasmique de la chaîne (3 du CMH classe II. La liaison d’Ubl à la chaîne p du CMH classe 
II, enclenche des signaux induisant l'endocytose et la dégradation intracellulaire du CMH 
classe II (Cella et al., 1997; Villadangos et al., 2001; Shin et al., 2006; van Niel et al., 2006; 
Matsuki et al., 2007).
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Nos études de l’expression et de l’effet de MARCH I sur les CDs des souris NOD montrent 
que les CDs immatures transduites avec le lentivirus-MARCH I présentent des faibles 
pourcentages de transduction (13%) par rapport aux CDs transduites avec le lentivirus vide 
(50%) (Figure 12A). Dans ces CDs transduites, le niveau d’expression des molécules 
impliquées dans la stimulation des LT, CMH II et CD 86 , est faible, ce qui aide au maintien 
de l’état de tolérance des CDs chez la souris NOD (Figure 12B). Par contre, les CDs 
transduites par le lentivirus vide ou non transduites présentent un phénotype plus mature. La 
stimulation par le LPS des CDs-lenti-YFP des souris NOD montre une perte totale de 
l’expression de la protéine MARCH I, en dépit de sa surexpression suite aux transductions. 
Notre étude va de pair avec les travaux qui ont monté l’instabilité de la protéine MARCH I 
suite à un recyclage rapide de cette protéine dans les compartiments lysosomiaux (Jabbor et 
al., 2009; Bartee et al., 2004). Cette observation peut expliquer la cause de nos faibles 
pourcentages obtenus dans les transductions que nous avons réalisées. Par ailleurs, Piper et 
ses collègues (2007) ont montré que la stimulation des APC par le LPS augmente l’activité 
des lysosomes, ce qui pourrait expliquer, en partie, l’augmentation de la dégradation de 
MARCH I après la maturation et sa disparition complète dans les CDs transduites.
De façon intéressante, il a été rapporté que les premiers acides aminés du domaine N-terminal 
de MARCH I sont responsables de son instabilité et sont impliqués dans sa dégradation 
(Jabbour et al., 2009). L’expression des mutants Ài^o et Ai_66 MARCH I dans des lignées 
cellulaires DC2.4, WT3 et RAW264.7, a permis de montrer que l’expression de ces mutants 
est très stable et que leur fonction comme E3 ligase dans l’ubiquitinylation des molécules du 
CMH classe II et CD86 n’est pas affectée (Jabbour et al., 2009).
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En effet, la surexpression de ou de A i^  MARCH I chez les CDs des souris NOD a 
montré que ces cellules ne perdent pas l’expression de MARCH I après stimulation par le 
LPS et que le niveau d’expression est augmenté (Figure 13A). Les CDs transduites par les 
mutants Ai^o et Ai-66 MARCH I ont un phénotype tolérogène suggérant que ces mutants ont 
bien conservé leur fonction intégrale d ’ubiquitinylation du CMH classe II et des molécules de 
co-stimulation CD86 . Des expériences complémentaires d’analyse d’ubiquitinylation des 
molécules CMH classe II et CD86 sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse. 
Cependant, nos résultats montrent clairement que MARCH-1 joue un rôle important dans la 
régulation de la maturation des CDs chez la souris NOD.
En outre, l’augmentation du pourcentage de transduction des CDs des souris NOD par les 
mutants A 1.40 ou de Ai-66 MARCH I renforcent, d’une part, notre hypothèse sur 
l ’augmentation des niveaux d’expression des ARNm après 24 et 48 h de stimulation par LPS. 
D’autre part, nos résultats mettent en évidence l’implication de la partie N-terminale (résidus 
1 à 40) de la protéine MARCH I dans les mécanismes qui déclenchent son recyclage et sa 
dégradation.
Enfin, la diminution du niveaux d’expression de l’ARNm MARCH I n’est affectée que dans 
les premiers heures (jusqu'à 16 h) de stimulation par le LPS (Thibodeau et al., 2008). 
L’absence quasi-totale de la protéine MARCH I ne peut être expliquée que par l’augmentation 
des mécanismes de son recyclage et de sa dégradation dans les compartiments des lysosomes 
où se fait la maturation du CMH classe II. À la lumière de ces résultats, nous suggérons que la 
régulation à la baisse de MARCH I lors de la maturation des CDs est un mécanisme post- 




Les CDs des souris NOD générées in vitro en présence d’IL-10 (IL-lO.CDs) ou en absence 
d’IL-10 (IL-4.CDs) ont des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles différentes. Les 
IL-lO.CDs ne montrent pas d ’augmentation de l’expression du CMH classe II et des 
molécules de co-stimulation et produisent une quantité importante d’IL-10 et peu d’IL-12 et 
d’INFy. Ces cellules possèdent donc des propriétés des CDs tolérogènes. Les IL-lO.CDs 
possèdent un niveau augmenté d’expression des ARNm de la protéine MARCH-I 
comparativement aux IL-4.CDs.
Les résultats de la transduction des cellules CIITA-HEK 293 nous ont permis de lier d’une 
façon directe l’action de MARCH I sur le CMH classe II. Nous avons également montré que 
la transduction des CDs par le lentivirus-Ml (CDs-lenti-Ml), régule à la baisse les niveaux du 
CMH classe II et des molécules de co-stimulation CD86 , et que l’expression de MARCH-1 
est instable après maturation par le LPS. En revanche, la transduction des CDs par des 
mutants Ai^o et Ai_66 MARCH I a montré une expression stable de MARCH I, et une 
expression faible du CMH classe II et de CD86 suggérant que la fonction d’ubiquitinylation 
du CMH classe II et du CD86 n’est pas altérée.
Nos résultats montrent que la modulation à la hausse de l’expression de MARCH-1 chez les 
CDs de la souris NOD, pourrait contribuer à la génération de CDs tolérogènes qui induisent 
des réponses immunitaires anti-inflammatoires afin de prévenir le développement de réactions 
auto-immunes dans le diabète et pourrait être appliquée à d ’autres pathologies auto-immunes.
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